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摘要　目的:用蛋白质组学的研究方法进行激素性骨坏死的病理和中药作用机理的研究, 有利于临床治激素性骨坏
死。方法: 按照常用激素性骨坏死的造模方法, 建立大鼠坏死模型,并设立中药治疗组及空白对照组,经过 6 周处理后经骨
形态学检查, 确定骨坏死造模成功,处死动物取股骨和肱骨,提取骨组织蛋白质样品, 双向电泳分离,得到各组骨组织总蛋
白质分子解剖图谱, 用图像分析软件, 找到各组间差异蛋白质点,进一步行胶内酶切, MADITOF / MS 质谱分析, 得到各差
异点的蛋白质肽指纹图谱,结合蛋白质生物信息库 ( Matr ix science L td database) , 对各蛋白质进行初步鉴定。结论:初步鉴
定了 3 个差异蛋白, 分别为阻凝蛋白重链ⅡB、磷脂谷胱甘肽过氧分酶及泛素化酶 E2( MW: 17 kd) , 初步认为这三种蛋白
质在激素性骨坏死的发病及中药治疗过程中发挥着重要调控作用。
关键词　双向电泳　肽质量指纹谱　基质辅助激光解吸/飞行时间质谱　骨坏死　激素　蛋白质组学　中药
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Bone Proteomic Analysis About Chinese Medicine Action on Rat Glucocorticoid- induced Model of Os-
teonecrsis. L iu Jianren, Fan Yueguang, Wang Haibing, et al. The Guangz hou University of Traditional
Chinese M edicine, Guangz hou 510405, China
ABSTRACT　Objective: T o st udy the mechanism about g lucocor tico id- induced osteonecr osis and Chinese M edicine ac-
tion on osteonecr osis in pro teomics, it is beneficial t o prevent ion and cure this disease .Methods: Rat w as randomly divided
into three g roups: co rt ro l g roup, osteonecr osis model gr oup and Chinese Medicine therapy g r oup. In the pr esent pr oteomic
study , we char acter ized the potentia l effects o f g lucoco rt icoids and Chinese Medicine on pro tein expression in r at bone .
U sing two- dimensional gel electr ophor esis, ma ss spect rometry , and Matr ix science L td database , w e elementar ily
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identified thr ee va ria tional pro teins. Conclusion : Thr ee pro teins w ere identified as pr ot eins similar to Myo sin heavy chain
ⅡB, Phospholipid hydropero x ide g luta thione pero xidase and ubiquit in - conjugating enzyme E2- 17kD. T hese pro teins
have been documented to be glucocor tico id- relted pr oteins. T hese r esults can pro vide valuable exper imental ev idences for
the r esear ch of the mo lecula r mechanism of o steonecro sis response to g lucoco rt icoids and Chinese Medicine in bone.
KEY WORDS: Pr ot emics　　Tw o - dim ensional electr opho r esis　　MALDI- TOF / MS 　　Glucoco r ticoids　　Os-
teonecr osis　　Chinese M edicine
　　糖皮质激素作为临床一线药物, 广泛地应用于治
疗系统性红斑狼疮、类风湿性关节炎、白血病、顽固性

























胞转化的转录因子 Cbfal/ Runx2表达, 而促进骨髓间
































1. 1. 1　动物来源　清洁级雄性 SD 大鼠(由广州中医
药大学实验动物中心提供) , 体重 0. 18～0. 22 kg , 年
龄 13～15周,在广州中医药大学实验动物中心标准清
洁级动物房饲养。
1. 1. 2　试剂　丙烯酰胺, 双甲叉丙烯酰胺, T ris -
















1. 2　动物处理　按照文献方法[ 14] ,清洁级 SD雄性大
鼠购进后在标准清洁级动物房中饲养 3～5天, 随机分
组, 20只作为模型组,每 4天按照 10 mg / kg 剂量在双
侧臀部肌肉注射甲基强地松龙 1次; 20只作为中药治
疗组, 每 4天按照 10 mg/ kg 体重剂量在双侧臀部肌
肉注射甲基强地松龙 1次, 同时在第 4周起停用激素,
每天按照体表面积折算(人与大鼠)方法给予等同剂量
生脉成骨胶囊混悬液灌胃治疗; 10只作为对照组,每 4
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端软骨部分, 用蒸馏水反复冲洗, 将残留血液冲洗干
净,将骨放入 1. 5 ml 的 Eppendof 管, 标记后置冻盒
中,先在- 20℃冰箱中预冻 30分钟后再转入- 70℃冰
柜中保存备用;也可直接取用新鲜鼠骨提取蛋白质样
品。取 1 g 新鲜鼠骨,放在盛有液氮的研钵果研磨粉
碎,并缓慢加入 3 m l样品提取液( 1. 44 g 尿素, 0. 46 g
硫脲, 0. 12 g CHAPS, 0. 047 g DT T, 0. 015 g T ris-
base, 30 l 100 mmol / L PMSF) , 放在 4℃冰箱中裂解
提取蛋白质过夜, 约 14 h 后取出
[ 15, 16]。然后 12000 r/
min 离心 30 min, 取上清液体放入 0. 01 M PBS 中透
析 24 hrs,取样品,加入 10倍体积- 20℃预冷的丙酮,
- 20℃冰箱中静置 2 h, 10000 r/ min 离心 10 min, 保
留沉淀, 4℃中丙酮挥发,加入 5倍上清体积的裂解液
( 7mol/ L 尿素, 4% CHAPS, 100mmol/ L DT T , 40
mmol/ L T ris, 0. 5%的两性电解质 PH5- 7, 2mol/ L
硫脲) , 2 h 后 10000r/ min 离心 10 min 上样。
1. 4　双向电泳　双向电泳按文献[ 17]的方法稍做改进
进行。用PH5- 7的两性电解质配制 IEF 胶条。第一
向预电泳 200V 15 m in, 300V 30 min, 400V 2 h,上样




差异蛋白,从胶上切下, 切成 1 mm
3 大小置于 0. 5 m l
的 Eppendof管中, 按文献 [ 18]的方法处理样品。
1. 6　质谱分析　质谱样品使用德国 BRUKER 公司
的 ReFlex
TM /ⅢMALDI- TOF 质谱仪进行分析,采用
反射模式, 离子源加速电压 1为 20KV,加速电压 2为




次,用标准 Marker 峰作为外标校正质谱峰, 正离子谱
测定,获得肽质量指纹图谱。
1. 7　数据库的查询　通过 Matrix Science Ltd 网站
提供的 MASCOT 软件( ht tp: / / www . matrix science.
com/ cgi/ search- fr om- select . html )进行查询, 查询
条件: 分子量、等电点未作限定,肽片断分子量的误差
范围±0. 2Da,未水解的酶切位点数为 2,蛋白种属选
择大鼠,离子选择[ M + H ] + 和 Monoiso topic, 修饰选











命名为 P1、P2、P3, 其分子量依次为 95 kd, 18. 5 kd,
16. 7kd。
采用双向电泳图谱分析软件( Genomic Solut ions
Investig ato r HT Analy zer version 2. 02)对差异蛋白
的相对含量进行分析, 结果见图 2。
图 1　不同对照组大鼠骨组织蛋白双向电泳图谱的比较
2. 2　MALDI- T OF 肽质量指纹图谱分析　对 3 个




和其它有关参数, 通过 Matrix science 网站提供的
MASCOT 软件查询与之相匹配的蛋白,搜索结果见
表 1。
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图 2　不同对照组大鼠骨组织蛋白双向电泳图谱差异点(箭头表示)放大图谱
　　由搜索结果可看出, P1 为阻凝蛋白质链ⅡB
( myosin heavy chain ⅡB) , P2 为磷脂谷胱甘肽过氧
化酶( Phosphol ipid hydroperox ide g lutathione) , P3为
泛素化酶 E2- 17KD( ubiquitin- conjugat ing enzyme
E2- 17kD)






Accession Descript ion PI/ M w
P1 65 14 P127772 myosin heavy chain ⅡB [ Segment ] 5. 31/ 95703. 5
P2 24 5 P36970
CHAIN 1: Phospholipid
hydr operox ide glutathione- Rat tus
no rvegicus ( Rat ) .
8. 51/ 18664. 61
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白Ⅱ重链分子被鉴定,分别是阻凝蛋白重链 A ( MHC
- A)和阻凝蛋白重链 B( MHC- B) ,有研究报道阻凝
蛋白重链ⅡB 可能参与了成熟的中枢神经系统神经细
胞的自身活动过程[ 25]。
图 3　不同对照组大鼠骨组织蛋白 2- DE图谱中差异蛋白点的肽质量指纹图谱































































素化酶 E2( MW: 17KD)大量表达,这提示着糖皮质激
素可能通过泛素化酶 E2( MW : 17KD)途径完成了对
某些蛋白质的降解; 而在中药治疗组中, 泛素化酶 E2
( MW : 17KD)的表达又有明显减少,这提示着活血化
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摘要　目的:探讨体外诱导小鼠骨髓间充质干细胞( mouse mar r ow m esenchymal stem cells, mMSCs)分化为神经元样
细胞的条件。方法: 密度梯度离心结合差异贴壁法分离、纯化mM SCs, 胰蛋白酶消化传代扩增 mMSCs。用最适浓度的 - 疏
基乙醇( BME) + 神经生长因子( NGF )、NGF+ 全反式维甲酸( ATRA )、NGF+ BME+ ATRA 作为诱导剂, 观察诱导期间细
胞的形态变化,并用免疫细胞化学法鉴定神经元烯醇化酶( NSE)、神经丝蛋白( NF )的表达, 行甲苯胺蓝染色显示尼氏小体。
结果: ( 1)免疫细胞化学显示 NGF+ BM E+ AT RA 诱导组诱导效率最高, 78%细胞表达 NSE, 80%细胞表达 NF ; ( 2)各诱
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